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R E S U M E N
El nitrógeno es uno de los elementos más importantes 
para el buen desarrollo de los cultivos. En el ambiente este 
elemento es aportado al suelo por fertilización química, 
fenómenos naturales y fijado biológicamente, siendo esta 
fijación biológica el mecanismo más importante. Además, 
algunos de los microorganismos poseen beneficios adicio-
nales como la producción de fitohormonas, solubilización 
de fosfatos, producción de acc-deaminasa y de siderófo-
ros. Gracias a estas cualidades, las bacterias promotoras 
de crecimiento vegetal (PGPR) han sido utilizadas en el 
desarrollo de biofertilizantes con el fin de reducir el uso 
de abonos nitrogenados de síntesis química. Dentro de 
este campo es de vital importancia para la comerciali-
zación de biofertilizantes conservar su calidad el mayor 
tiempo posible, para lograr mejor integración del produc-
to a la cadena productiva. En este estudio se utilizaron 
inoculantes obtenidos a partir de 4 bacterias diazotróficas: 
Azospirillum brasilense Sp245, Azospirillum amazonense Y2, 
Herbaspirillum seropedicae ZAE94 y Rhizobium tropici BR322 
y se determinó el efecto de almacenarlos a 2 temperaturas: 
30 °C y ambiente (19 °C – 26 °C) durante 150 días sobre 
el número de células, determinando si hay variación en la 
humedad y el pH del producto. Se encontró que el pH y la 
humedad no variaron y no afectaron el número de micro-
organismos del producto. Almacenar los inoculantes a 
temperatura ambiente mantuvo la población por encima 
del 108 células por gramo de turba, mientras que a 30 °C, 
solamente el inoculante basado en Rhizobium tropici BR322 
tuvo una población superior.
Palabras clave: diazótrofos, turba, fijación biológica de 
nitrógeno, biofertilizantes, nitrificación.
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I N T R O D U C C I Ó N
El aumento en el uso indiscriminado de fertilizantes 
de síntesis química, principalmente nitrogenados y fos-
forados, está afectando la vida de seres humanos, plan-
tas y animales, provocando un desequilibrio ecológico 
que amenaza ser irreversible y ocasionando impactos 
negativos como la eutrofización de los cuerpos de agua 
(Prepas et al., 2003). Por otra parte, la síntesis de fertili-
zantes químicos nitrogenados, principalmente amonio o 
urea demanda mucha energía, debido a que estos com-
puestos se obtienen a través del proceso de Haber-Bosch, 
A B S T R A C T
The nitrogen is one of the most important elements 
to the development of crops. In the environment, 
this element is fixed in the soil by a fertilizer, natural 
phenomenon and by the action of nitrogen fixing 
bacteria (NFB), with the last one been considered 
the most relevant mechanism. Besides, some NFB 
has additional abilities such as the production of 
phytohormones that improves the plant growth. Due 
to the importance of crops like corn, rice and barley in 
the alimentary security, emerges the need of developing 
inoculants with high quality based on obligated and 
facultative endophytic diazotrophic bacteria. Positive 
effects of the inoculation on plant growth cultivated in 
greenhouse and field conditions have been observed, 
despite of the variability response to the bacterial 
inoculation. In order to determine the main factor 
that affects the bacterial population in these storage 
inoculants conditions, it was evaluated the number 
of different diazotrophic bacteria cells inoculated in 
the peat and stored at two temperatures as well as 
the pH and humidity contends, during 150 days. The 
results show that neither the pH level nor the humidity 
affected significantly the population of the diazotrophic 
bacteria present in the peat during the evaluation 
period (P < 0.05).
Keywords: Diazotrophs, peat, nitrogen fixing bacteria, 
biofertilizers, nitrification.
206 Efecto de diferentes temperaturas de almacenamiento sobre la calidad de bioinoculantes turbosos
Corpoica Cienc. Tecnol. Agropecu. (2009) 10(2), 205-213
que combina nitrógeno e hidrógeno. Se requiere 1,3 t de 
combustible fósil para fijar 1 t de nitrógeno utilizando alta 
presión (35 a 100 megapascales -Mpa) y temperaturas de 
300 a 400 °C (Marin et al., 1999).
En los últimos años, debido al impacto negativo de 
la agricultura convencional con altos costos económicos, 
ecológicos y sociales, se ha planteado el concepto de agri-
cultura sostenible, definida como la manera de cultivar el 
suelo conservando al máximo la calidad medioambiental, 
permitiendo ingresos adecuados a los agricultores y gene-
rando suficientes alimentos a los consumidores, con el fin 
último de preservar y regenerar los recursos naturales y 
producir alimentos sanos y seguros (Benbrook, 1999).
Dentro de este contexto, en los últimos años se han 
venido produciendo y utilizando biofertilizantes a base 
de microorganismos simbióticos principalmente rizobios 
y asimbióticos principalmente a base de Azospirillum 
brasilense, A. lipoferum, A. amazonense, Azotobacter sp., y 
Herbaspirillum sp., para gramíneas de interés económico 
como la caña de azúcar, el arroz, el maíz, el trigo y la 
cebada, entre otros. (Vessey, 2003). 
Actualmente, se busca mejorar la calidad de los bioi-
noculantes tratando de garantizar el mayor número de 
células desde su producción hasta su aplicación. Teniendo 
en cuenta este aspecto, se han realizado investigaciones 
para determinar todos los factores que afectan la obten-
ción de un inoculante de calidad, y se ha encontrado que 
uno de los principales para tener éxito es el soporte, sien-
do la turba el más viable hasta el momento. Otro factor 
importante es la condición de almacenamiento hasta su 
aplicación (Fuentes et al., 2006).
A pesar de muchos resultados positivos, la comercia-
lización a gran escala de inoculantes diferentes a la soya 
no ha sido posible debido a la imprevisibilidad e incon-
sistencia de los resultados en campo, sobre todo cuando 
el productor tiene pocos conocimientos para utilizar esta 
tecnología de inoculación de bacterias (Bashan et al., 2004). 
La incongruencia y la variabilidad en el rendimiento de 
las respuestas han sido atribuidas a condiciones adversas, 
como la interacción de los organismos rizosféricos, condi-
ciones físicas y químicas del suelo (por ejemplo los bajos 
pH), la baja competitividad de las bacterias promotoras 
de crecimiento vegetal (PGPR) del inoculante, para colo-
nizar las raíces de las plantas, factores ambientales que 
incluyen temperaturas medias, altas y las bajas precipita-
ciones durante el crecimiento de la planta. Para conseguir 
un producto de amplia aplicación es necesario que las téc-
nicas de inoculación sean prácticas, económicas y fáciles 
de manejar por el agricultor; el producto formulado debe 
proveer inóculo suficiente para la planta; debe ser com-
petitivo con las normas comerciales vigentes y así mismo, 
permanecer viable en las condiciones de almacenamiento 
hasta su utilización (Bashan et al., 2004).
El objetivo de esta investigación fue evaluar el efecto 
del almacenamiento del inoculante, utilizando turba como 
soporte, a diferentes temperaturas sobre la población de 
las siguientes cuatro bacterias: Azospirillum brasilense 
Sp245 (BR11005), Azospirillum amazonense Y2 (ATCC35120), 
Herbaspirillum seropedicae ZAE94 (BR11417) y Rhizobium 
tropici BR322 (CIAT 899). Además, fue evaluado el efecto 
sobre el pH y la humedad del inoculante hasta 150 días.
M A T E R I A L E S  Y  M É T O D O S
Cepas de estudio
Para la realización del presente trabajo se tomaron cuatro 
cepas de referencia del Banco de Microorganismos de la 
Empresa Brasilera de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa 
Agrobiología) en Seropédica. Las cepas evaluadas fueron 
las siguientes:
- Azospirillum brasilense Sp245 (BR11005) (Baldani et al., 
1983)
- Azospirillum amazonense Y2 (ATCC35120) (Magalhaes et 
al., 1983)
- Herbaspirillum seropedicae ZAE94 (BR11417) (Baldani et 
al., 1996)
- Rhizobium tropici BR322 (CIAT 899) (Graham et al., 1982)
Se inició con la preparación del preinóculo, a partir de 
los viales del banco de trabajo, que consistió en inocular 
en 100 mL de medio NFb líquido Azospirillum brasilense 
Sp245 y Herbaspirillum seropedicae ZAE94, LGI líquido 
para Azospirillum amazonense Y2. Estos medios fueron 
suplementados con extracto de levadura y con una fuente 
de nitrógeno inorgánica (NH4Cl) para estimular el creci-
miento rápido (Hartmann y Baldani, 2006). Para Rhizobium 
tropici BR322 se utilizó el medio 79 (YMA) líquido. Se lle-
varon a incubación por 24 h a 30 °C y 150 rpm. Después de 
este tiempo, se inocularon a 900 mL del respectivo medio 
de cultivo para cada microorganismo y fueron incubados 
bajo las mismas condiciones, con el mismo tiempo que el 
preinóculo. Después de la incubación se verificó la pureza 
del inóculo, a través de la observación de las caracterís-
ticas morfológicas en medio sólido 79 con rojo congo 
para R. tropici BR322 y medio batata sólido para las otras 
bacterias. También se observó al microscopio cada uno de 
los inóculos para confirmar la pureza (Baldani et al., 2005; 
Kuykendall et al., 2005).
En el inóculo a base de R. tropici BR322 se utilizó la 
técnica de recuento en placa con microgota. Se sembraron 
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seis diluciones de 10-6 a 10-12 por caja de Petri en medio 
agar 79 con rojo congo, y cada caja se dividió en 6 partes 
y se hicieron 4 repeticiones por dilución. Se contaron las 
colonias que presentaron las características propias del 
género (Kuykendall et al., 2005) de 24 a 48 h después de la 
incubación, con observaciones cada 12 h.
Para los inóculos a base de Azospirillum brasilense Sp245, 
A. amazonense Y2 y H. seropedicae, se utilizó la técnica del 
número más probable (NMP) descrita por Dobëreiner y 
colaboradores(1995) utilizando tres tubos por dilución y 
realizando diluciones de 10-6 a 10-12 en el medio semisóli-
do selectivo dependiendo del microorganismo empleado. 
Para efectuar el recuento se observó el número de tubos 
positivos (formación de película y viraje del indicador) 
y se reportó el recuento poblacional basándose en la 
tabla de McCrady (Dobereinner et al., 1995). Después de 
observar el crecimiento típico en medio semisólido, se 
confirmó su pureza por medio de microscopía en fresco; 
además, se hizo una siembra en medio batata y se observó 
su mofología de colinia que fue confirmada empleando 
la descripción de las colonias publicadas en el Manual de 
Bergey’s por Baldani y colaboradores (2005).
La turba empleada en los inoculantes fue de origen 
brasilero, de características organolépticas conocidas y 
relacionadas a continuación: 
pH: 3,4; 8,5 cmolc/dm3 de K; 7,1 cmolc/dm3 de Ca; 6,9 
cmolc/dm3 de Mg; 22 mg/dm3 de P; 47 mg/dm3 de K y un 
contenido de materia orgánica de 72 g/kg de turba.
Previo a su utilización, la turba fue molida, secada y 
esterilizada dos veces a 120 °C, 15 lb de presión, durante 
15 minutos en autoclave por 2 días con intervalos de 24 h 
y neutralizada con CaCO3 (140 g de K / k de tuba) hasta 
obtener un pH cercano a la neutralidad. Se utilizaron 35 g 
por cada bolsa de polipropileno. Posteriormente se inocu-
laron 17 mL de inóculo utilizando una jeringa estéril.
Se utilizó un diseño estadístico al azar donde se evalua-
ron cuatro inoculantes y un control negativo:
- I1: Turba inoculada con medio de cultivo estéril 
- I2: Inoculante a base de Azospirillum amazonense Y2
- I3: Inoculante a base de Herbaspirillum seropedicae ZAE94
- I4: Inoculante a base de Rhizobium tropici BR322 para 
fríjol
- I5: Inoculante a base de Azospirillum brasilense Sp245
Estos inoculantes se almacenaron a 2 temperaturas: 
ambiente (19 a 26 °C) y 30 °C, para un total de cinco 
tratamientos por cada temperatura; se tomaron muestras 
cada 15 días durante 150 días, para un total de 11 mues-
treos. Utilizando 4 repeticiones por cada tratamiento, 
por lo cual fueron utilizadas un total de 478 bolsas de 
inoculante.
Las bolsas después de la inoculación se mantuvieron 
en incubadora durante 24 h a 30 °C después de la inocula-
ción para permitir la adaptación del microorganismo a las 
condiciones de la turba y luego fueron almacenados a las 
diferentes temperaturas (Ferreira, 2003).
Parámetros de evaluación de los inoculantes
Recuento de los microorganismos en el inóculo  
y en la turba
El experimento se realizó en condiciones de laborato-
rio; se utilizó un diseño experimental completamente 
al azar con cuatro repeticiones en cada tratamiento, 
evaluándose la población cada 15 días. Para el análisis 
estadístico los datos se tranformaron a Log10. La com-
paración de las medias fue realizada utilizando el test 
estadístico LSD al 10% de probabilidad en el programa 
Sisvar® (Ferreira, 2000).
Recuento de bacterias diazotróficas asimbióticas
El recuento de los microorganismos se hizo utilizando 
la técnica del número más probable (NMP) descrita por 
Döbereiner y colaboradores (1995), utilizando 3 tubos por 
dilución en el medio semisólido selectivo dependiendo 
del microorganismo a evaluar. Para efectuar el recuento 
se observó el número de tubos positivos (formación de 
película y viraje del indicador) y se informó basándose en 
la tabla de McCrady (1946). Después de observar el creci-
miento típico en medio semisólido, se confirmó su pureza 
por medio de microscopia en fresco, además se hizo en 
repique en medio batata, observando el crecimiento carac-
terístico, que se confirmó empleando la descripción de las 
colonias registradas por Baldani y colaboradores (2005) en 
el Manual de Bergey’s.
Recuento de bacterias diazotróficas simbióticas
El recuento de R. tropici BR322 se llevó a cabo en el 
medio de cultivo 79 con rojo congo. Se utilizó la técnica 
de recuento en placa en microgota por duplicado por 
muestra, para un total de cuatro repeticiones por dilu-
ción. Se tomó la información de conteo de las colonias 
durante 48 h de incubación realizando las observaciones 
cada 12 horas.
Medición del pH del inoculante
El pH fue calculado diluyendo la turba en agua desti-
lada estéril en una relación de 1:2, se agitó durante 20 
minutos a 100 rpm y se dejó reposar 20 minutos. El pH 
fue medido empleando un potenciómetro MS Mistura® 
(ISO: 10390:2005).
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Medición de la humedad de los inoculantes
Se utilizó el método de secado en horno MR® a una tem-
peratura constante de 60 °C. El porcentaje de humedad (U) 
se determinó por la diferencia entre la masa de la muestra 
húmeda (MAU) y la muestra seca (MAS) (Ferreira, 2008):
U (%) = (MAU – MAS) x 100
   MAS
El experimento se realizó utilizando un diseño experi-
mental completamente al azar con cuatro repeticiones por 
tratamiento, y se evaluó la humedad para cada tratamien-
to cada 15 días. La comparación de las medias se realizó 
utilizando el test estadístico LSD al 10% de probabilidad 
en el programa Sisvar® (Ferreira, 2000).
El recuento de las bacterias y la medición del pH y de 
la humedad en los inoculantes se realizó en los diferentes 
tratamientos cada 15 días por un periodo de evaluación 
de 150 días.
R E S U L T A D O S  Y  D I S C U S I Ó N
Efecto de la temperatura sobre la sobrevivencia de las 
diferentes bacterias diazotróficas en los inoculantes
Temperatura ambiente
Las temperaturas ambientales durante los meses de mayo 
a septiembre del 2008 en Seropédica, Río de Janeiro, osci-
laron entre 19 y 26 °C (tabla 1).
La temperatura ambiente (19 a 26 °C) mantuvo a la 
población por encima de 108 UFC/g de inoculante hasta 





Mayo Junio Julio Agosto Septiembre
Máxima 27 25 26 26 26
Mínima 21 19 18 19 19
Media 23 22 21 22 22
Fuente: Estación Meteorológica Embrapa Agrobiología (Seropédica, Brasil).
Figura 1. Número de células en los diferentes inoculantes, conservados a temperatura ambiente (19 a 26 ˚C), durante 150 días de almacenamiento. Las 
barras indican la diferencia media significativa
150 días de almacenamiento (figura 1), lo cual correspon-
de al valor exigido por la ley vigente No. 86955 del 18 de 
febrero de 1982 en Brasil, concentración que se ha emplea-
do por diversos autores en experimentos en campo con 
resultados positivos (De Freitas y Germida, 1991; Di Cioc-
co y Rodríguez, 1994; Fages, 1994; Okon y González, 1994; 
Tran Van et al., 2000; Weller y Cook, 1986).
Al cabo de los 150 días de almacenamiento se encontró 
que no hay diferencia media significativa en las concen-
traciones celulares de A. brasilense Sp245 y H. seropedicae 
ZAE94; por lo tanto, se puede concluir que a temperatura 
ambiente los inoculantes a base de estos microorganismos 
tienen un recuento similar a los 150 días de almacena-
miento.
La población de R. tropici BR322 en los inoculantes 
inició con concentraciones alrededor de 1012 UFC/g de ino-
culante, perdiendo tres unidades exponenciales durante 
los primeros 30 días, lo cual pudo ser ocasionado por la 
baja tensión de oxígeno (O2). Se presentó poca pérdida de 
humedad durante todo el período de almacenamiento a 
temperatura ambiente, lo que indica que el polipropile-
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no usado tiene poca porosidad, como consecuencia un 
bajo intercambio gaseoso, haciendo que la tensión de O2 
sólo sea suficiente para mantener la tasa metabólica de 
cierto número de células, manteniendo las concentracio-
nes sobre 108 UFC/g de inoculante durante 150 días de 
almacenamiento. Después se equilibró la población y los 
niveles de O2, manteniendo la concentración celular más 
alta (1010 UFC/g de inoculante) a partir de los 75 días de 
almacenamiento comparado con los otros inoculantes, 
hasta el tiempo final. El número mínimo de células de 
Rhizobium sp., necesario en un inoculante varía en todo 
el mundo con rangos entre 105 y 109 UFC/g de inoculante 
(Olsen et al., 1994).
A. amazonense Y2 tuvo una población por debajo de 108 
UFC/g de inoculante al final del tiempo de almacenamien-
to, siendo su diferencia no significativa, con respecto a esa 
concentración del inoculante.
Temperatura de 30 °C
El inoculante a base de R. tropici BR322 tuvo una población 
superior a 108 UFC/g de inoculante, después de 150 días de 
almacenado (figura 2). Estos resultados están acordes con 
los encontrados por Feng y colaboradores (2002), quienes 
demostraron que después de almacenar dos inoculantes 
a base de Rhizobium sp. SU343 y Bradyrhizobium lupini 
WU425, ambos en sustrato de turba, con una humedad 
inicial de 52% a 30 °C, el número de células de cada uno 
estaba por encima de 108 UFC/g de inoculante a los 90 días 
de almacenamiento. Los autores determinaron que los 
gránulos de polihidroxibutirato (PHB) producidos por la 
bacteria no están relacionados con la mayor sobrevivencia 
del Rhizobium, sugiriendo que era resultado de cambios 
fisiológicos en respuesta al estrés ambiental, como el 
engrosamiento de la pared celular y la oclusión del 
espacio periplasmático.
Estos resultados son similares a los encontrados por 
Temprano y colaboradores (2002), quienes obtuvieron 
recuentos superiores a 108 UFC/g de inoculante a una tem-
peratura de 28 °C en un inoculante a base de Rhizobium 
etli ISP42, utilizando turba como soporte, hasta los 150 
días. Sin embargo, a los 180 días se obtuvieron recuentos 
inferiores.
Para los inoculantes a base de H. seropedicae ZAE94 y A. 
amazonense Y2 las diferencias presentadas no fueron sig-
nificativas al final de la evaluación, lo que permite inferir 
que la conservación de la población a esta temperatura se 
puede considerar igual por 150 días de almacenamiento. 
Se observó que hasta los 45 días todos los inoculantes 
poseían una población superior a 108 UFC/g. 
El inoculante a base de A. amazonense Y2 conservó una 
población adecuada hasta los 75 días de almacenamien-
to, mientras que el inoculante que contenía bacterias de 
en A. brasilense Sp245 mantuvo la población encima de 
108 UFC/g de inoculante hasta los 90 días. Entre tanto, 
H. seropedicae ZAE94 mantuvo su concentración hasta 
los 120 días.
Durante el almacenamiento a 30 °C, se presentó el 
descenso más marcado de la población debido a que este 
es el rango óptimo de temperatura para el crecimiento de 
Herbaspirillum sp., Rhizobium sp., y próximo al rango para 
Azospirillum sp., lo cual estimuló las reacciones químicas 
Figura 2. Número de células en los diferentes inoculantes, conservados a 30 ˚C, durante 150 días de almacenamiento. Las barras indican la diferencia 
media significativa
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y enzimáticas, acelerando el metabolismo microbiano con 
el incremento en el consumo de nutrientes, causando el 
agotamiento más rápido de estos en la turba y, consecuen-
temente, la disminución de la población. Es importante 
resaltar que la temperatura es uno de los factores que 
influye en el crecimiento bacteriano y la supervivencia 
en ambientes naturales, incluidas las bacterias del género 
Rhizobium, utilizadas como principio activo de los inocu-
lantes, la cual es afectada severamente por las altas tempe-
raturas de almacenamiento (Munevar et al., 1981).
Se observó que el inoculante a base de R. tropici BR322, 
en las condiciones del presente estudio, es adecuado para 
su comercialización, pues se conserva hasta 150 días a 30 
°C continuos, con un número de células por gramo de 
inoculante por encima de 108 UFC/g, y de lo recomendado 
por diferentes autores internacionalmente. Esto hace que 
no se requiera refrigeración en ambientes que estén por 
debajo de esta temperatura disminuyendo los costos de 
producción y comercialización, haciéndolo más atractivo 
para el mercado. 
En países como Colombia se podrían comercializar 
todos los inoculantes utilizados en esta investigación, 
pues la legislación es más flexible en cuanto a la con-
centración de microorganismos, pues exige mínimo 105 
UFC/g de inoculante (ICA, 2006).
Efecto de la temperatura sobre la humedad de los 
inoculantes a base de diferentes bacterias diazotróficas
En condiciones ambientales se presentaron pérdidas de 
humedad de 4% a 9% en todos los inoculantes (tablas 2 y 
3). En la temperatura controlada a 30 °C, los inoculantes 
perdieron de 9% a 13% de humedad.
A temperatura ambiente no se observaron pérdidas 
significativas de humedad, lo que indica que el estrés 
osmótico no fue un factor importante en la conserva-
ción de la población en estos inoculantes. Sin embargo, 
Vriezen y colaboradores (2007) consideran la desecación 
como uno de los limitantes en la conservación del inocu-
lante, pues causa acumulación de sales y solutos, estrés 
hiperosmótico, alteración del metabolismo microbiano 
cuando una determinada actividad de agua se ha alcan-
zado, y daños donde la monocapa acuosa es removida 
de las macromoléculas.
A temperatura continua de 30 °C se pierde más hume-
dad, debido a que se encuentra en un ambiente más 
seco, manteniéndose aún dentro del rango en que no se 
afecta el crecimiento de la bacteria. Ferreira (2008) evaluó 
inoculantes a base de H. seropedicae ZAE94 a diferentes 
humedades, conservándolos en nevera (4 a 10 °C) durante 
180 días y los resultados revelaron que cuando el rango 




0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Y2 69,15 a 63,91 a 67,48 b 63,03 a 66,85 b 68,35 b 63,58 a 67,22 ab 67,49 a 66,21 ab 65,02 ab
ZAE94 65,40 b 63,60 a 68,70 b 64,20 a 66,85 b 65,37 a 66,28 b 66,38 a 66,22 a 62,91 a 64,20 a
BR322 70,68 c 70,51 b 67,01 b 66,70 a 71,50 b 68,50 b 67,35 b 68,57 ab 67,69 ab 67,97 b 67,46 bc
Sp245 70,00 ac 65,72 a 68,20 b 72,75 b 71,50 a 68,18 b 69,84 c 70,76 ab 68,96 ab 66,20 ab 66,35 ab
CN 68,00 d 67,00 ab 64,60 a 71,50 b 71,50 b 69,90 b 73,63 d 69,87 b 70,97 b 69,60 b 69,71 c
Letras iguales no difieren entre sí por el test LSD a 10% de significancia. Medias de tres repeticiones.
Y2: A. amazonense; ZAE94: H.seropedicae; BR322: R. tropici; Sp245: A. brasilense; CN: Control negativo.
Tabla 3. Porcentaje de humedad de los diferentes inoculantes preparados con diferentes bacterias diazotróficas almacenados a 30 ˚C durante 150 días
Bacteria
tiempo (días)
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Y2 69,15 a 62,18 a 63,70 a 59,50 a 64,80 ab 65,63 b 61,73 a 63,28 a 62,30 b 61,54 b 60,00 b
ZAE94 65,40 b 63,24 ab 64,40 a 60,47 a 60,55 ab 63,27 a 63,98 b 62,26 a 57,05 a 57,12 a 59,64 a
BR322 70,68 c 70,46 c 68,26 b 61,60 a 58,00 a 66,10 b 61,68 a 61,97 a 56,01 a 59,39 ab 57,81 ab
Sp245 70,00 ac 64,90 ab 64,00 a 63,12 ab 66,25 b 64,98 a 65,54 b 60,63 a 59,05 ab 60,79 ab 59,28 ab
CN 68,00 d 67,10 bc 67,15 b 66,82 b 62,00 ab 64,98 b 64,49 b 64,58 a 62,19 b 60,51 ab 56,59 a
Letras iguales no difieren entre sí por el test LSD a 10% de significancia. Medias de tres repeticiones.
Y2: A. amazonense; ZAE94: H. seropedicae; BR322: R. tropici; Sp245: A. brasilense; CN: Control negativo.
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de humedad está entre 43% a 80%, el número de células 
permaneció alrededor de 109 UFC/g. En este experimento 
se encontró que la humedad de todos los inoculantes 
durante los 150 días de almacenamiento se mantuvo den-
tro de este rango.
Existen reportes en los que se evaluaron inoculantes a 
base de A. brasilense ATCC29729 a 20 ± 2 °C, y se obtuvo 
una población de 4 x 106 UFC/g de inoculante después de 
180 días de almacenamiento, con una humedad final de 
37% (Fallik y Okon, 1996).
Se ha encontrado que la capacidad de retención de 
agua está directamente relacionada con la cantidad de 
materia orgánica de la turba siendo un factor importan-
te para el mantenimiento de la humedad a lo largo del 
tiempo. Ferreira (2003) encontró que inoculantes prepa-
rados con niveles de materia orgánica mayores pierden 
menos humedad. Otro factor que afecta el mantenimien-
to de la humedad es el tipo de bolsa plástica empleada 
durante el almacenamiento. Según Hungria y colabo-
radores (2005) las bolsas utilizadas para el empaque de 
los inoculantes deben ser resistentes a la esterilización, 
permitir el transporte seguro del inoculante y retener la 
humedad sin perjudicar el intercambio gaseoso con el 
objetivo de mantener la viabilidad de la bacteria utiliza-
da en el inóculo, y el sistema de cierre debe ser sencillo 
y seguro para evitar la contaminación.
Efecto de la temperatura sobre el pH de los inoculantes 
a base de diferentes bacterias diazotróficas
Se observó que ninguno de los rangos de temperatura 
empleados en la conservación modifica el pH de los dife-
rentes inoculantes evaluados, el cual permaneció dentro 
de los rangos óptimos para el desarrollo de cada microor-
ganismo (tablas 4 y 5) que según Baldani y colaboradores 
(2005) es de 5,5 a 7,5 para Azospirillum sp., 5,3 a 8,0 para 
Herbaspirillum sp.; y según Kuykendall y colaboradores 
(2005), 4,0 a 10 para Rhizobium sp. Esta menor variación en 
el pH se debe a la presencia de gran cantidad de materia 
orgánica en la turba, dándole al soporte mayor capacidad 
tampón, estabilizando el pH en el inoculante. Ferreira 
(2008) evaluó inoculantes a base de H. seropedicae ZAE94 
a dos valores de pH iniciales diferentes y encontró que el 
pH inicial no afectó la población del inoculante durante 
180 días de almacenamiento.
C O N C L U S I O N E S
El desarrollo de la investigación permitió establecer que 
la temperatura ambiente en el rango de 19 a 26 °C es 
adecuada para realizar la conservación de los inoculantes 
durante 150 días de almacenamiento.
Al almacenar los inoculantes a temperatura ambiente 
(19 a 26 °C) se perdió menos humedad en comparación 
a 30 °C.
Tabla 5. Efecto de la temperatura 30 ˚C y bacteria utilizada en el inoculante sobre el pH del producto durante 150 días
Bacteria
tiempo (días)
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Y2 7,16 6,97 6,94 7,07 7,01 7,03 7,14 7,28 7,10 7,09 7,19
ZAE94 7,08 7,08 7,01 7,06 6,97 7,16 7,18 7,17 7,27 7,22 7,15
BR322 7,06 7,15 6,95 7,12 6,90 7,06 7,12 7,13 7,04 7,10 7,22
Sp245 6,98 7,07 6,95 7,04 6,99 7,03 7,00 7,06 7,05 7,05 7,12
CN 7,07 7,25 7,00 6,93 7,02 7,03 7,02 7,11 6,98 7,10 7,08
Y2: A. amazonense; ZAE94: H. seropedicae; BR322: R. tropici; Sp245: A .brasilense; CN: Control negativo.
Tabla 4. Efecto de la temperatura ambiente (19 a 26 ˚C) y bacterias utilizadas en el inoculante sobre el pH del producto durante 150 días
Bacteria
tiempo (días)
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Y2 7,16 7,06 6,96 6,90 6,90 7,01 7,24 7,19 7,01 7,09 7,09
ZAE94 7,08 7,07 6,99 6,96 6,84 7,07 7,11 7,01 7,02 7,10 7,09
BR322 7,06 6,88 6,80 6,90 6,95 7,04 6,98 7,07 6,93 6,93 7,07
Sp245 6,98 6,78 6,95 6,94 7,01 7,06 7,04 6,98 7,02 7,02 7,22
CN 7,07 6,83 6,96 6,97 6,94 7,00 7,08 7,06 6,50 7,00 7,15
Y2: A. amazonense; ZAE94: H. seropedicae; BR322: R. tropici; Sp245: A. brasilense; CN: Control negativo.
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El pH no fue afectado durante los 150 días de almace-
namiento, en las condiciones de los experimentos.
 En la temperatura de almacenamiento 30 °C sólo R. 
tropici Br322 conservó el número de células encima de lo 
exigido, durante 150 días. Se recomienda almacenar los 
inoculantes a base de las especies H. seropedicae ZAE94 
hasta 120 días, A. brasilense Sp245 hasta 90 días y A. ama-
zonense Y2 hasta 75 días.
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